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5 Summary 
The endoplasmic reticulum (ER) provides a critical environment for secretory protein folding pivotal 
for maintaining cellular homeostasis. The accumulation of unfolded or misfolded proteins within the 
ER provokes ER stress, which in turn induces the unfolded protein response (UPR) mediated by ATF6α 
and the two transmembrane protein kinases PERK and IRE1α. Remarkably, the UPR is closely 
intertwined with autophagy and bacterial sensing and increasing evidence has emerged that the so far 
identified IBD risk genes converge in these interconnected pathways.  
Noteworthy, ER stress and UPR activation are commonly found characteristics of the intestinal 
epithelium of IBD patients. However, while the modulation of the PERK and the IRE1 pathway of the 
UPR and their function in intestinal inflammation have been extensively explored, the regulation of 
ATF6α signaling has remained poorly understood. Deciphering the mechanisms of physiological ATF6α 
signaling is key not only to our understanding of ATF6α signaling in intestinal inflammation but also to 
identify targets enabling the modulation of the ATF6α pathway. In Chapter 3 of this study, we elucidate 
the regulation of ATF6α signaling using a stringent high-throughput siRNA screening approach 
targeting the human druggable genome. RNAi screening identified 15 suppressors and 7 activators of 
ATF6α signaling. We identified the regulatory subunit of the casein kinase 2 (CSNK2B) as inducer of 
ATF6α signaling. Our data suggests that CSNK2B mediates its effect on the ATF6α pathway upstream 
of the ATF6α cleavage event at the Golgi complex. Our data implies that CSNK2B facilitates the 
transport of ATF6α from the ER to the Golgi apparatus by promoting COPII vesicle formation. 
Moreover, we identified the acyl-CoA synthetase long chain family member 1 (ACSL1) as activator of 
the ATF6α pathway. We detected co-localization of ATF6α and ACSL1 and mechanistic studies imply 
that ACSL1 facilitates ATF6α signaling independently from the cleavage event at the Golgi complex. 
Remarkably, we show that impairment in either UPR or autophagy function in intestinal epithelial cells 
results in the compensatory upregulation of ATF6α signaling. Our findings indicate that hyper-
activation of the ATF6α branch functions as compensatory mechanism in intestinal epithelial cells with 
impaired autophagy or defective UPR signaling. Notably, we detected ATF6α mediated activation of 
NF-κB signaling along with enhanced Tnfα expression. Thus, interfering with hyperactive ATF6α 
signaling via inhibition of the identified ATF6α signaling inducers ACSL1 and CSNK2B might represent 
a suitable pharmacological approach in intestinal inflammation. 
In Chapter 4 of this study, the role of ORMDL3 in intestinal homeostasis is examined. ORMDL3, which 
localizes to the ER, has been suggested to control various cellular processes including the UPR. 
Genome-wide association studies (GWAS) have identified ORMDL3 as a genetic risk factor for IBD. 
While the inability to control intestinal bacteria is considered to underlie IBD, the role of ORMDL3 in 
shaping host-microbe interaction is unclear. This study sheds light on the role of ORMDL3 in bacterial 
handling. We find that Ormdl3-deficient mice are more susceptible to adherent-invasive E. coli 
colonization. Notably, the lack of ORMDL3 affects the structure and function of highly secretory cell 
types including Paneth and Goblet cells, thereby compromising mucosal defense mechanisms. We 
show that xenophagy, essential for limiting bacterial replication, is impaired in the absence of 
ORMDL3. Vice versa, this thesis reveals a microbiota-driven transcriptional repression of Ormdl3 in 
germ free raised mice compared to wild type mice. In vitro, we discovered a repressive effect of TLR4 
signaling on the promoter activity of Ormdl3.  
In vivo, we demonstrate that Ormdl3 and Ormdl1/3 deficiency affects body growth and that 
simultaneous deletion of Ormdl1, Ormdl2 and Ormdl3 causes embryonic lethality. Remarkably, highly 
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secretory cells in the intestine of Ormdl3 and Ormdl1-/-3-/- mice exhibit a massive dilation of the ER 
lumen implicating a role of ORMDL proteins in regulating ER turnover. Strikingly, no signs of elevated 
ER stress and UPR activation were detected neither in vitro nor in vivo. Instead, we observed increased 
ER-Golgi trafficking and impaired degradation of ER fragments in the absence of ORMDL1 and 
ORMDL3. In light of these findings, we propose that ORMDL proteins might function as selective 
ER-phagy receptors directing ER fragments towards lysosomal degradation. 
Collectively, the findings of this thesis underline the extensive crosstalk between the UPR and 
autophagy. Both pathways and their synergistic interactions within the intestinal epithelium are 
essential for cellular homeostasis. Insights provided in this study may contribute to the development 
of new therapeutic approaches in IBD. 
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6 Zusammenfassung 
Im Endoplasmatischen Retikulum (ER) findet die Faltung von Transmembran- und sekretorischen 
Proteinen statt. Damit ist das ER entscheidend an der Aufrechterhaltung der zellulären Homöostase 
beteiligt. Die Anhäufung von falsch- oder nicht gefalteten Proteinen innerhalb des ER löst sogenannten 
ER Stress aus, der wiederum die unfolded protein response (UPR) Signalwege aktiviert. Die Aktivierung 
des UPRs erfolgt über ATF6α und die beiden Kinasen PERK und IRE1α. Dabei ist der UPR eng mit der 
Autophagie und der Detektion von Bakterien verknüpft. Interessanterweise zeigten 
Forschungsergebnisse der letzten Jahre, dass zahlreiche CED (chronisch entzündliche 
Darmerkrankungen) Risikogene an diesen Signalwegen beteiligt sind. 
ER Stress und die Aktivierung der UPR finden sich charakteristischerweise im intestinalen Epithel von 
CED Patienten. Während die Regulation des PERK- und des IRE1-Zweiges der UPR sowie deren Funktion 
in intestinalen Entzündungsprozessen intensiv untersucht wurden, ist über die Regulation des ATF6α 
Signalweges relativ wenig bekannt.  
Dabei kommt der Entschlüsselung der Regulation des ATF6α Signalweges sowie dessen Beteiligung an 
Entzündungsvorgängen im intestinalen Epithel eine Schlüsselrolle zu. Ein besseres Verständnis dieses 
Signalweges und dessen regulatorischen Komponenten könnte außerdem ein Eingreifen in dieses 
Signalweg ermöglichen. In Kapitel 3 dieser Arbeit werden die Ergebnisse des hier durchgeführten siRNA 
Screens vorgestellt, dessen Ziel es war, Aktivatoren und Repressoren des ATF6α Signalweges zu 
identifizieren. Mit Hilfe dieses Screens konnten wir 15 Inhibitoren sowie 7 Aktivatoren des ATF6α 
Signalweges identifizieren. Unter anderem wurde die regulatorische Untereinheit der Casein Kinase 2 
(CSNK2B) als Aktivator des ATF6α Signalweges identifiziert. Die hier gewonnenen Ergebnisse legen 
nahe, dass CSNK2B die COPII Vesikelbildung erleichtert und damit den Transport von ATF6α vom ER 
zum Golgi-Apparat fördert. Des Weiteren wurde ACSL1 (acyl-CoA synthetase long chain family member 
1) als Aktivator des ATF6α Signalweges entdeckt. Wir konnten eine Kolokalisation von ATF6α und 
ACSL1 beobachten und weiterführenden Analysen deuten darauf hin, dass ACSL1 unabhängig von der 
Spaltung von ATF6 am Golgi-Apparat diesen Signalweg beeinflusst. Darüber hinaus konnten wir zeigen, 
dass eine Beeinträchtigung der UPR oder der Autophagie in intestinalen Epithelzellen zu einer 
kompensatorischen Heraufregulation des jeweils anderen Signalweges führt. Unsere Ergebnisse 
deuten darauf hin, dass die Hyperaktivierung des ATF6α Signalwegs einen kompensatorischen 
Mechanismus darstellt, der aktiv wird, wenn entweder der Autophagieprozess eingeschränkt ist oder 
einer der beiden anderen UPR Zweige beeinträchtigt ist. Außerdem konnten wir zeigen, dass der ATF6α 
Zweig der UPR zur Aktivierung von NF-κB führt, wodurch die Synthese von proinflammatorischen 
Zytokinen wie TNFa induziert wird. Aufgrund dieser Beobachtungen könnte die Eindämmung der 
Hyperaktivierung des ATF6α Signalweges durch die Inhibition der positiven Regulatoren ACSL1 und 
CSNK2B einen möglichen therapeutischen Ansatz bei der Behandlung von CED darstellen. 
In Kapitel 4 dieser Arbeit wird die Funktion von ORMDL3 in der Homöostase des intestinalen Epithels 
untersucht. ORMDL3, lokalisiert in der ER Membran, wurde bereits mit der Regulation zahlreicher 
zellulärer Prozesse wie der UPR in Verbindung gebracht. Außerdem wurde ORMDL3 in Genomweiten 
Assoziationsstudien (GWAS) als Risikogen für die Entstehung von CED identifiziert. Als eine der 
Ursachen für die Entstehung von CED wird eine gestörte Immunantwort auf das Mikrobiom diskutiert. 
Dabei wurde bisher nie untersucht, welche Funktion ORMDL3 bei der Interaktion zwischen dem Wirt 
und dessen Mikrobiom spielt. In dieser Arbeit wurde die Rolle von ORMDL3 im Umgang und der 
Kontrolle des Mikrobioms näher untersucht. Wir konnten zeigen, dass Ormdl3-defiziente Mäuse 
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anfälliger für eine Besiedelung mit einem adhärenten E. coli Stamm sind. Die Abwesenheit von 
ORMDL3 schädigt die Struktur und Funktion von sekretorischen Zellen wie Paneth und Goblet Zellen, 
wodurch wiederrum antibakterielle Abwehrmechanismen beeinträchtigt sind. Interessanterweise 
konnten wir durch den Vergleich der Ormdl3 Expression von konventionell und keimfrei gehalten 
Mäusen beobachten, dass die Expression von Ormdl3 durch das Mikrobiom unterdrückt wird. In vitro 
beobachteten wir eine repressive Wirkung des TLR4 Signalweges auf die Expression von Ormdl3. 
Unsere Daten zeigen außerdem, dass eine Defizienz in Ormdl3 oder ein gleichzeitiges Fehlen von 
Ormdl1 und Ormdl3 das Körperwachstum beeinträchtigt. Darüber hinaus stellten wir fest, dass eine 
gleichzeitige Deletion von Ormdl1, Ormdl2 und Ormdl3 embryonal lethal ist. Interessanterweise 
wiesen die sekretorischen Zellen im Darm der Ormdl3-/- und der Ormdl1-/-3-/-  Mäuse eine massive 
Expansion des ER Lumens auf. Überraschenderweise zeigten die Tiere aber keine Zeichen von 
erhöhtem ER Stress oder gesteigerter UPR Aktivierung. Dagegen konnten wir eine erhöhte 
Proteintransportrate vom ER zum Golgi-Apparat und gleichzeitig einen gestörten Abbau von ER 
Fragmenten beobachten. In Anbetracht dieser Ergebnisse vermuten wir, dass ORMDL Proteine als 
selektive Rezeptoren fungieren, die ER Fragmente dem Autophagieprozess zuführen. 
Zusammenfassend illustrieren die Ergebnisse dieser Arbeit die intensiven Überschneidungen, die 
zwischen der UPR und Autophagie stattfinden. Beide Signalwege sowie deren synergistische 
Interaktion innerhalb des intestinalen Epithels sind entscheidend an der Aufrechterhaltung der 
zellulären Homöostase beteiligt. Die in dieser Arbeit vorgestellten Erkenntnisse könnten zur 
Entwicklung neuer Therapiestrategien bei der Behandlung von CED beitragen. 
 
  
